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Bioinformatska analiza in molekulsko kloniranje legumaina iz zelene alge 
Chlamydomonas reinhardtii 
Povzetek:  
Legumaini ali vakuolni procesivni encimi (VPE) so cisteinske proteaze, ki jih najdemo pri 
praktično vseh organizmih. Imenujemo jih tudi asparaginilendopeptidaze, saj cepijo peptidno 
vez na C-koncu asparaginskega ali aspartatnega aminokislinskega ostanka. Pri rastlinah so 
prisotni v vakuoli, pri živalih pa v lizosomu. Njihova glavna vloga je procesiranje založnih 
proteinov, hidrolitičnih encimov in stresnih proteinov. Imajo pa tudi pomembno vlogo pri 
programirani celični smrti rastlin, saj sodelujejo pri kolapsu vakuole in s tem povzročijo 
sprostitev hidrolitičnih encimov v citosol. Glede tega so enakovredni kaspazam, ki 
povzročijo programirano celično smrt pri živalih. 
Pri rastlinah obstajajo štiri izooblike VPE, in sicer αVPE, βVPE, γVPE in δVPE. Funkcije 
teh izooblik so že znane. VPE iz alg pa so slabo raziskani. Vemo, da je v genomu modelne 
zelene alge Chlamydomonas reinhardtii prisoten en gen za vakuolni procesivni encim 
(CrVPE), vendar funkcija tega proteina še ni znana. 
S poravnavo zaporedij in ustvarjanjem filogenetskih dreves smo določili sorodnost CrVPE z 
izooblikami VPE iz višjih rastlin. Ugotovili smo, da je CrVPE najbolj soroden izoobliki 
βVPE. Med rastlinskimi VPE je znana samo struktura γVPE iz modelne rastline Arabidopsis 
thaliana, zato smo model strukture CrVPE primerjali s strukturo tega proteina. Glede na 
znana aktivna mesta in vezavne žepe VPE iz višjih rastlin smo določili aminokislinske 
ostanke, ki tvorijo vezavni žep in aktivno mesto pri CrVPE. Poiskali smo tudi podatke o 
izražanju gena za VPE pri algi Chlamydomonas reinhardtii pod različnimi pogoji in 
ugotovili, da se njegovo izražanje večinoma poveča ob stresnih pogojih. 
Izvedli smo tudi prve stopnje kloniranja CrVPE v bakteriji Escherichia coli. Ker je sintezni 
gen, ki smo ga naročili, vseboval neželeno insercijo, smo zaporedje spremenili z zaporednimi 
reakcijami PCR. 




Bioinformatic analysis and molecular cloning of legumain from the green 
alga Chlamydomonas reinhardtii 
Abstract: 
Legumains or vacuolar processing enzymes (VPE) are cysteine proteases that are present in 
all organisms. They are also called asparaginyl endopeptidases, because they cleave peptide 
bonds at the C-terminal side of asparagine or aspartic acid residues. In plant cells, they are 
located in the vacuole, and in animal cells, they are located in the lysosome. Their main 
function is the processing of storage proteins, hydrolytic enzymes and stress proteins. 
However, they also have an important role in plant programmed cell death, because they are 
involved in the vacuolar collapse and the release of hydrolytic enzymes into the cytosol. In 
this respect, their function equals that of caspases, which cause programmed cell death in 
animal cells. 
There are four VPE isoforms in plants: αVPE, βVPE, γVPE in δVPE. The roles of these 
isoforms are already known. On the other hand, algal VPEs are poorly understood. There is 
one gene coding for a vacuolar processing enzyme in the genome of the model green alga 
Chlamydomonas reinhardtii, but its function remains unknown. 
By performing pairwise alignments and constructing phylogenetic trees we determined the 
evolutionary relationship of VPE from Chlamydomonas reinhardtii (CrVPE) with VPE 
isoforms from higher plants. Based on these we concluded that CrVPE is most closely related 
to the βVPE isoform. We compared the structure model of CrVPE to the known structure of 
γVPE from Arabidopsis thaliana, up to now the only determined structure of a plant VPE. 
By comparing known active sites and substrate-binding pockets of VPEs from higher plants 
we determined the residues that form the substrate-binding pocket and active site in CrVPE. 
We examined the VPE gene expression patterns in Chlamydomonas reinhardtii under 
different conditions and found its upregulation during stress conditions. 
We also carried out the first steps of cloning CrVPE in the bacterium Escherichia coli. Due 
to the presence of an unwanted insertion in the coding sequence, we removed it by several 
consecutive PCR reactions. 
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1.1 Chlamydomonas reinhardtii  
Modelni organizem Chlamydomonas reinhardtii je enocelična zelena alga, v premeru velika 5 do 
10 μm [1]. Živi v subtropskem in tropskem področju v jezerih in ribnikih ter v prsti [1], [2]. 
1.1.1 Struktura celice Chlamydomonas reinhardtii 
Celica alge Chlamydomonas reinhardtii ima polarno strukturo [3]. Na sprednji strani ima dva 
bička, ki ji omogočata gibanje (plavanje v vodnem okolju in premikanje po trdni površini v prsti), 
pomembna pa sta tudi pri spolnem razmnoževanju [1], [4]. Na sprednji strani celice sta tudi dve 
kontraktilni vakuoli, ki v hipotoničnem okolju črpata vodo iz celice [1], [3]. Večino volumna celice 
(približno 40 %) predstavlja kloroplast [3]. Na sredini celice je oko (angl. eyespot), ki omogoča 
fototaksijo, tj. da celica orientira svoje premikanje v smer proti ali stran od svetlobe [1]. Kot 
fotoreceptorja v očesu delujeta dva proteina, ki sta sorodna bakterijskemu rodopsinu (angl. 
channelrhodopsins, Chlamydomonas sensory rhodopsins ali archaeal-type rhodopsins) [4]. Ob 
nizki intenziteti svetlobe celica usmeri svoje premikanje proti svetlobi (pozitivna fototaksija), ob 
visoki intenziteti svetlobe pa se celica premika stran od svetlobe (negativna fototaksija) [4]. Poleg 
fototaksije so pri C. reinhardtii prisotne tudi kemotaksija (celice se premikajo proti nitratom, 
nitritom in amonijevim ionom), geotaksija (tj. negativna gravitaksija, kar pomeni, da se celice v 
vodnem okolju premikajo navzgor) in girotaksija (odzivanje celice na vrtince v vodnem okolju) 
[1], [4]. 
1.1.2 Življenjski cikel alge Chlamydomonas reinhardtii 
C. reinhardtii se lahko razmnožuje spolno ali nespolno [5]. Nespolno se vegetativne celice 
razmnožujejo z mitozo [1]. Običajno pride do dveh zaporednih delitev, da nastanejo štiri hčerinske 
celice, ki na začetku ostanejo znotraj materinske celične stene [5]. To celično steno nato razgradi 
V-lizin (angl. vegetative cell lysin), da se sprostijo hčerinske celice [3]. Vegetativne celice so 
haploidne in imajo v optimalnih pogojih generacijski čas 6 do 8 ur [6]. 
Spolno razmnoževanje oz. gametogenezo lahko v laboratoriju induciramo s pomanjkanjem dušika 
in osvetlitvijo z modro svetlobo [1], [2]. Iz vegetativnih celic, pri katerih obstajata dva paritvena 
tipa, mt+ in mt–, nastanejo gamete [1]. Nato se dve haploidni gameti nasprotnega paritvenega tipa 
združita v diploidno kvadriflagelatno celico (celico s štirimi bički) [1], [7]. Bički obeh gamet se 
povežejo in G-lizin (angl. gamete lysin) razgradi celično steno gamet [7]. Nato kvadriflagelatna 
celica resorbira svoje bičke, da nastane nemobilna diploidna zigota [1]. V nekaj dneh se zigota 
spremeni v zigosporo [1]. To je zelo odporna diploidna celica, ki lahko preživi neugodne razmere, 
kot so nizke temperature in suša [1]. Zigospore so odporne na poškodbe in encimsko razgradnjo 
[3]. Njihova odpornost je posledica močne in debele celične stene [7]. Po dodatku dušika pride do 
kalitve – poteče mejoza in sprostijo se štiri haploidne celice, ki se naprej razmnožujejo nespolno 




1.1.3 Chlamydomonas reinhardtii kot modelni organizem 
C. reinhardtii je najbolje poznana laboratorijska vrsta iz rodu Chlamydomonas [3]. Uporabljamo 
jo kot modelni organizem za proučevanje gibanja in strukture bička, fotosinteze, odziva na 
svetlobo in prepoznave med celicami [8]. 
Ta organizem ima enostaven genom, velik 111,1 Mbp (različica 5.5) [9]. V jedru je 17 
kromosomov [9]. Poleg nuklearnega genoma sta poznani tudi zaporedji kloroplastnega genoma, 
ki je velik 206 kbp, in mitohondrijskega genoma, ki je velik 15,8 kbp [1]. 
V laboratoriju celice gojimo tako, da izmenjujemo svetlo in temno obdobje na 12 ur (najprej 12 ur 
svetlobe, nato 12 ur teme) [10], lahko pa jih gojimo tudi v neprestani svetlobi. Med svetlim 
obdobjem celice rastejo, med temnim obdobjem pa pride do delitev celic [10]. Število delitev v 
enem ciklu (24 ur) je odvisno od pogojev – pri nižji temperaturi in intenziteti svetlobe je delitev 
manj [10]. 




Legumaini ali vakuolni procesivni encimi (VPE, angl. vacuolar processing enzyme) so cisteinske 
proteaze v vakuolah rastlin, najdemo pa jih tudi pri drugih organizmih: živalih, glivah, bakterijah 
in arhejah [12], [13]. Njihova glavna funkcija je procesiranje proteinov, ki se nahajajo v vakuoli 
[14]. V različnih rastlinskih organih imajo različne vloge v različnih stopnjah življenja rastline 
[14].  
Veliko proteinov, ki delujejo v vakuoli, se sintetizira v obliki neaktivnih prekurzorjev. Sem 
spadajo založni proteini v semenih, hidrolitični encimi in stresni proteini [13]. VPE te proteine 
aktivirajo tako, da cepijo peptidno vez na C-koncu asparaginskega ali aspartatnega 
aminokislinskega ostanka med propeptidom in zrelim proteinom [13]. 
VPE se na endoplazemskem retikulumu sintetizira kot neaktiven preproprotein s signalnim 
peptidom, kratkim N-končnim propeptidom in dolgo C-končno avtoinhibitorno domeno [15], [16]. 
C-končna domena uravnava aktivnost encima in omogoča, da je stabilen pri nevtralnem pH, zato 
se ta domena imenuje tudi LSAM (angl. Legumain Stabilization and Activity Modulation domain) 
[14]. Signalni peptid se odcepi ob prehodu v endoplazemski retikulum in neaktiven proprotein se 
transportira v vakuolo [16]. V vakuoli, kjer je kislo okolje, se VPE sam aktivira tako, da odcepi 
N-končni in C-končni propeptid, in nato aktivira še druge proteine v vakuoli [14]. V bučnih 
semenih na primer cepi vezi Asn-Gln v prekurzorskem proteinu PV100, da nastane več različnih 
funkcionalnih proteinov, med katerimi sta dva s Cys bogata tripsinska inhibitorja, trije z Arg/Glu 




najprej odcepi C-končna avtoinhibitorna domena, da nastane intermediat (iVPE), ki je že aktiven, 
nato pa se odcepi še N-končni propeptid, da nastane zrel VPE (mVPE), ki deluje optimalno pri pH 
med 5 in 5,5 [16], [17]. 
VPE sodeluje pri programirani celični smrti (PCD, angl. programmed cell death) pri rastlinah in 
ima podobno aktivnost kot kaspaza-1 v živalskih celicah [13]. Kaspaza-1 in VPE imata podobno 
3D-strukturo žepa za vezavo substrata in enako aktivno mesto [12]. V aktivnem mestu VPE je 
katalitična diada His-Cys, vezavni žep pa tvorita še argininski in serinski aminokislinski ostanek 
[12], [14]. Kaspaza-1 pa ima v vezavnem žepu dva arginina, zato ima večji pozitivni naboj in večjo 
afiniteto za aspartat v substratu YVAD [12]. Kaspaza-1 ima torej substratno specifičnost samo za 
aspartatni aminokislinski ostanek na mestu P1, VPE pa lahko zaradi manjšega pozitivnega naboja 
prepozna tudi asparaginski aminokislinski ostanek [12]. VPE med PCD povzroči razpad vakuole, 
hidrolitični encimi pa se nato iz vakuole sprostijo v citosol in povzročijo kaskado proteolitičnih 
reakcij [14]. Do PCD pride med razvojem rastline ali pa zaradi biotskega oz. abiotskega stresa 
(vročina, slanost, oksidativni stres, UV-sevanje, kovine) [12], [18]. 
Poleg endopeptidazne aktivnosti imajo VPE pri nekaterih rastlinah tudi ligazno aktivnost [13]. 
Sodelujejo pri sintezi cikličnih proteinov, in sicer katalizirajo nastanek nove peptidne vezi med C- 
in N-koncem prekurzorskega proteina [13]. Ti ciklični proteini lahko delujejo kot obrambni 
proteini proti patogenom [12]. 
VPE je ortolog živalskega legumaina ali asparaginilendopeptidaze (AEP) [12]. Ta encim je 
prisoten v lizosomih živalskih celic in tam aktivira hidrolitične encime, kot so katepsini B, L in H 
[18]. Ima podobno vlogo pri PCD kot VPE, saj povzroči razpad lizosoma in s tem sprostitev 
aktiviranih hidrolitičnih encimov v citosol [12]. 
VPE izvirajo iz prokariontskih prolegumainov [14]. Najdemo jih pri vseh tipih rastlin, vendar je 
pri različnih vrstah rastlin prisotno različno število genov za te proteine [13], [14]. VPE lahko 
razdelimo v štiri izooblike – αVPE, βVPE, γVPE in δVPE [14]. Geni za αVPE in γVPE se izražajo 
večinoma v vegetativnih organih, geni za βVPE večinoma v semenih, geni za δVPE pa samo v 
dveh plasteh celic semenske ovojnice v zgodnji fazi razvoja semen [12]. 
V genomu rastline Arabidopsis thaliana so štirje geni za VPE, in sicer geni za αVPE, βVPE, γVPE 








βVPE je semenski tip VPE in se močno izraža v embriju in endospermu med razvojem semen, 
izraža pa se tudi v cvetovih in cvetnem prahu [13], [14], [19]. 
Glavna funkcija βVPE je procesiranje založnih proteinov med zorenjem semen [13]. Čeprav ima 
pri tem procesu glavno funkcijo βVPE, se v semenih v manjših količinah izražata tudi αVPE in 
γVPE, ki lahko pri delecijskih mutantih βvpe delno nadomestita vlogo βVPE [13], [17]. 
βVPE je pri A. thaliana poleg procesiranja založnih proteinov ključen tudi za razvoj cvetnega 
prahu [19]. Povzroči namreč PCD tapetalnih celic v prašniku, s čimer se priskrbijo hranila za 
razvoj cvetnega prahu [19]. Pri delecijskih mutantih βvpe pride do zakasnele celične smrti, zato 
nastane deformiran in sterilen cvetni prah [19]. 
1.2.2 αVPE in γVPE 
αVPE in γVPE sta vegetativna tipa VPE in se izražata predvsem v vegetativnih tkivih, kot so klični 
listi, listi in korenine [13], [14]. Njuno izražanje je povečano v tkivih, kjer poteka PCD zaradi 
razvoja rastline (npr. v listih med senescenco) oz. biotskega ali abiotskega stresa [13], [17]. Njuno 
izražanje stimulirata etilen in salicilna kislina, jasmonati pa povečajo le izražanje γVPE [17]. 
γVPE je pri A. thaliana je ključen za razvoj stebla, saj povzroči PCD celic ksilema, da nastane 
tkivo, ki je pomembno za transport vode in mineralnih snovi [20]. Pri delecijskih mutantih γvpe 
pride do zakasnele celične smrti, stebla takih rastlin so krajša, sekundarna stena ksilemskih celic 
pa je debelejša kot pri rastlinah divjega tipa [20]. 
Poleg tega se izražanje gena za γVPE pri A. thaliana poveča ob okužbi z biotrofno oomiceto 
Hyaloperonospora arabidopsidis in ob okužbi z nekrotrofno glivo Botrytis cinerea, ki izloča 
toksin fumonizin B1 [12]. Prisotnost patogena oz. toksina sproži PCD [12]. Tudi tukaj lahko druge 
izooblike VPE nadomestijo funkcijo izooblike γVPE v delecijskih mutantih γvpe [12]. γVPE se 
aktivira tudi med vročinskim in oksidativnim stresom [12]. 
1.2.3 δVPE 
Izoobliko δVPE najdemo samo pri nekaterih dvokaličnicah (superrosidi in superasteridi) [13]. V 
začetnih fazah razvoja semena se izraža v dveh plasteh semenske ovojnice in povzroči PCD teh 
celic, ne sodeluje pa pri procesiranju založnih proteinov v semenih [13], [14]. Zaradi PCD se 
semenska ovojnica stanjša iz začetnih 60-70 μm za več kot polovico [14], [18]. Pri delecijskih 
mutantih δvpe do PCD v začetku razvoja semena ne pride, zato semenska ovojnica ostane debelejša 
do kasnejših faz razvoja semena [12], [21]. Vseeno pa so zrela semena delecijskih mutantov δvpe 
enaka semenom rastlin divjega tipa, kar pomeni, da lahko PCD celic semenske ovojnice sprožijo 




1.3 Vakuola in programirana celična smrt pri rastlinah 
Pri PCD živalskih celic sodelujejo kaspaze [18]. Teh encimov v rastlinskih celicah ni, vseeno pa 
pri procesih PCD v teh organizmih lahko zaznamo povečano kaspazam podobno proteolitično 
aktivnost [18]. Za PCD pri rastlinah je ključna vakuola [22]. Rastline imajo dva tipa vakuol – 
enega za shranjevanje hidrolitičnih encimov in drugega za shranjevanje založnih in obrambnih 
proteinov [22]. 
Pri rastlinski PCD vakuole sodelujejo na dva načina [22]: 
- Destruktivni način celične smrti povzročijo VPE, ki imajo aktivnost kaspaze-1. VPE 
povzročijo kolaps tonoplasta in v citosol se sprostijo hidrolitični encimi iz vakuole. Ti 
encimi razgradijo komponente celice in neposredno povzročijo celično smrt. Tak način 
PCD se sproži ob virusnih okužbah, zaradi prisotnosti toksinov in med razvojem rastline. 
- Nedestruktivni način celične smrti povzroči proteasomska podenota PBA1, ki ima 
aktivnost kaspaze-3. Zaradi ubikvitinacije supresorja fuzije se le-ta razgradi v proteasomu 
in lahko pride do fuzije tonoplasta in plazmaleme. Iz vakuole se v ekstracelularni matriks 
sprostijo obrambni proteini in hidrolitični encimi, ki posredno povzročijo celično smrt. Tak 
način PCD se sproži ob bakterijskih okužbah. 
 
1.4 VPE in programirana celična smrt pri algi Chlamydomonas reinhardtii 
Kljub temu, da imajo tudi zelene alge zapise za VPE, o njihovi vlogi v teh organizmih ne vemo 
veliko. Vakuole so prisotne tudi pri zelenih algah, vendar nimajo enakovredne vloge kot pri 
rastlinah [23]. Pogoste so kontraktilne vakuole, ki skrbijo za izločanje vode v hipotoničnem okolju 
[3], obstajajo pa tudi vakuole, v katerih se shranjujejo polifosfati (volutinske granule) [24]. 
Tudi pri enoceličnih algah, kot je C. reinhardtii, pride pod določenimi stresnimi pogoji do PCD 
[25]. Na tak način se zaščiti populacija, saj manj prilagojeni posamezniki umrejo, preživijo pa 
samo celice, ki lahko uspevajo v stresnih pogojih [25]. Od intenzitete in vrste stresa je odvisno, do 
katerega tipa celične smrti bo prišlo v posamezni celici [25].  
Na začetku izpostavljenosti stresnemu pogoju pride do celične smrti, pri kateri ni mogoče zaznati 
povečane kaspazne aktivnosti [25]. Pri tem naj bi umrle celice, ki so bolj občutljive na stres [25]. 
Ostale celice, ki so bolj odporne na stres, pa umrejo počasneje zaradi drugačne vrste celične smrti 
[25]. Pri tej celični smrti se poveča proteolitična aktivnost, podobna kaspazi-1, kar bi lahko bil 
VPE [25]. V celicah se pojavijo majhni, lizosomom podobni vezikli, v katerih bi se lahko nahajal 
VPE [25]. Kasneje nastanejo večje litične vakuole, kjer se VPE aktivira [25]. Razpad membran 
teh vakuol povzroči razgradnjo vsebine celice in celično smrt [25].  
Vemo, da je v genomu C. reinhardtii prisoten gen za vakuolni procesivni encim VPE [26], vendar 




2 Namen dela 
Diplomsko delo je sestavljeno iz bioinformatskega in laboratorijskega dela. 
Namen bioinformatskega dela je bil analizirati model 3D-strukture in filogenijo vakuolnega 
procesivnega encima iz zelene alge Chlamydomonas reinhardtii ter njegovo izražanje pri različnih 
pogojih. 
Namen laboratorijskega dela pa je bil klonirati gen za vakuolni procesivni encim iz alge 








Pri delu smo uporabili naslednje pufre: 
- reakcijski pufer iz kompleta reagentov CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific) za 
ligacijo  
- pufra DreamTaq in HF za reakcijo PCR 
- 6× nanašalni pufer za AGE (10 mM Tris/HCl, 60 % (v/v) glicerol, 60 mM EDTA, 0,03 % 
(w/v) bromofenolmodro, 0,03 % (w/v) ksilencianol, pH 7,6)  
- pufer TAE za AGE (40 mM Tris, 20 mM natrijev acetat, 1mM EDTA, pH 8,3)  
3.1.2 Encimi 
Pri delu smo uporabili naslednje encime: 
- DNA-ligaza T7 za ligacijo 
- DNA-polimerazi DreamTaq in Phusion za reakcijo PCR 
3.1.3 Kompleti reagentov 
Za vnos sinteznega gena v klonirni vektor in reakcijo PCR smo uporabili komplet reagentov 
CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Scientific). 
Za reakcijo PCR na osnovi kolonije smo uporabili komplet reagentov DreamTaq Green PCR 
Master Mix (2×) (Thermo Scientific). 
Za reakcijo PCR za uvedbo delecije smo uporabili komplet reagentov Phusion High-Fidelity PCR 
Master Mix with HF Buffer (New England Biolabs). 
Za izolacijo plazmida iz celic E. coli smo uporabili komplet reagentov GeneJET Plasmid Miniprep 
Kit (Thermo Scientific). 
Za izolacijo DNA iz agaroznega gela smo uporabili komplet reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction 








3.1.4 Standardi velikosti 
Za določitev velikosti fragmentov DNA po ločevanju z elektroforezo smo uporabili standard 
velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder (Thermo Scientific) (slika 1). 
 
Slika 1: Standard velikosti pri ločevanju fragmentov DNA GeneRuler 1 kb DNA Ladder [27]. 
 
3.1.5 Sintezni gen 
Uporabili smo sintezni gen za VPE iz C. reinhardtii (CrVPE) brez signalnega peptida, ki smo ga 
naročili pri podjetju Integrated DNA Technologies IDT (slika 2). Zapis ima prilagojeno rabo 
kodona za bakterijo E. coli. 
AACCATGGCCCTTCGCCTGCCTTCCTTGTCTTTACGCCACGCTGTACGTCGTCCCAAGCCC 
  T  M  A  L  R  L  P  S  L  S  L  R  H  A  V  R  R  P  K  P  
ACGCGTCAGGAGGATGTTGAGGTATCTGCGCGTGCTGCTACACTGACCCCCGCAGCGAAA 
 T  R  Q  E  D  V  E  V  S  A  R  A  A  T  L  T  P  A  A  K  
AAGCCGACCGATTTCGCTGACGGGGATGACGTGACCGTGCGTAATCACTGGGCATTGCTT 
 K  P  T  D  F  A  D  G  D  D  V  T  V  R  N  H  W  A  L  L  
GTTGCAGGCTCTGCGGGTTGGGGGAATTACCGTCATCAAGCGGATGTTTGTCACGCTTAT 
 V  A  G  S  A  G  W  G  N  Y  R  H  Q  A  D  V  C  H  A  Y  
CAAGTATTACTGCGTGGAGGGCTGCGCCCAGCGCATATCGTGACCATGATGTATGATGAT 
 Q  V  L  L  R  G  G  L  R  P  A  H  I  V  T  M  M  Y  D  D  
ATCGCTCATGACCCGGAAAACCCCTACCCTGGACATGTATTTAACTCACCGGGGGGGCCT 
 I  A  H  D  P  E  N  P  Y  P  G  H  V  F  N  S  P  G  G  P  
GACGTGTACGGCGGAGTGCGCGTTGATTACCGCGGAAGTGATGTCTCCGCTGCTGTATTC 






 L  A  V  L  E  G  N  A  S  A  L  P  P  G  T  R  G  S  G  R  
GTACTGGCTTCCGGCCCGTATGATCGTCTGTTCGTTTTTTATTCGGACCACGGAGCGCCA 
 V  L  A  S  G  P  Y  D  R  L  F  V  F  Y  S  D  H  G  A  P  
GGAGTCTTAGGTATGCCGTCCGGATCTTTTTTGTACGCTGACGAGCTGGTGGGTGCTTTG 
 G  V  L  G  M  P  S  G  S  F  L  Y  A  D  E  L  V  G  A  L  
CAACGCAAGTGGCGCCACCGCGGTTACAAGGAGGCAGTATTATATATTGAGGCCTGCGAA 
 Q  R  K  W  R  H  R  G  Y  K  E  A  V  L  Y  I  E  A  C  E  
TCGGGAAGTATGTTTGAGGGTCTGCTGCCGCCTGACATCGGTGCTTACGCAACCACCGCC 
 S  G  S  M  F  E  G  L  L  P  P  D  I  G  A  Y  A  T  T  A  
TCCAACGCTATGGAATCCTCTTGGGGAACATATTGTCCTGGGATGAGCCCAGGTCCACCG 
 S  N  A  M  E  S  S  W  G  T  Y  C  P  G  M  S  P  G  P  P  
CCGCTGTTTAGTACGTGCCTGGGTGATCTTTATAGTGTGGCATGGATGGAGAATGCCGAT 
 P  L  F  S  T  C  L  G  D  L  Y  S  V  A  W  M  E  N  A  D  
GTGTGTGATCTGACACAAGAAACACTGATGGCTCAGTACAGCATTATCCGCAACCGCACG 
 V  C  D  L  T  Q  E  T  L  M  A  Q  Y  S  I  I  R  N  R  T  
TCCAACAACTACACGTACAGTATGGGATCTCATGTAATGCAGTACGGCTCTCTGGCAATC 
 S  N  N  Y  T  Y  S  M  G  S  H  V  M  Q  Y  G  S  L  A  I  
ACTCGCGAAGTCGCTGGCGATTATCAAGGCATGCATAACCGTGGAGAGGAGGGTGGACAT 
 T  R  E  V  A  G  D  Y  Q  G  M  H  N  R  G  E  E  G  G  H  
ATTTCCGATCCTTGGAGCTCGGCCGCGGCTGCGCAGTGTCGTCCATCTCCCTCACCCTTT 
 I  S  D  P  W  S  S  A  A  A  A  Q  C  R  P  S  P  S  P  F  
CCAATTCCCTCAGCGGCTCCTCCGCCACCGGGTTTAGTTCCAACTCAATCCACCGCGGTA 
 P  I  P  S  A  A  P  P  P  P  G  L  V  P  T  Q  S  T  A  V  
CCCGGGGGCGGAGAACGTGAGCAAGGTACAGGCGGTCGCGCCGGATGGCTTTCTGCCGCA 
 P  G  G  G  E  R  E  Q  G  T  G  G  R  A  G  W  L  S  A  A  
GGAGCGATGCTGGGATCCACTCTGCACTGGGCTCGTTCGAGCTTGCGTGGTGTTATTGCC 
 G  A  M  L  G  S  T  L  H  W  A  R  S  S  L  R  G  V  I  A  
GTGCCACTTACACGTGCTACAGGCTCCTCTGTACGCGCAGGAGCGAGTGCGGGGGGGGCC 
 V  P  L  T  R  A  T  G  S  S  V  R  A  G  A  S  A  G  G  A  
AGCGGATCCTGCTCCGATGTTGGTTCTTCTGGTGAACGCGAGCATCGCCAGCAACAGCAC 
 S  G  S  C  S  D  V  G  S  S  G  E  R  E  H  R  Q  Q  Q  H  
CGCCCACATCCGCATATGCCGCAACGTGATGCAGATTTAGCGCCTTTACGTCATGCTGCA 
 R  P  H  P  H  M  P  Q  R  D  A  D  L  A  P  L  R  H  A  A  
ACTCATGCCGTTACGTCAGAGCGTCGCGCGGCGGCCGCTGAAGCCTTAGCACGTGAACAG 
 T  H  A  V  T  S  E  R  R  A  A  A  A  E  A  L  A  R  E  Q  
GCGCGTCGCCAATCCCTGGATCAGAGTGCTGTTGCGGCTGCCGCGAGTCTGCTTCAACGT 
 A  R  R  Q  S  L  D  Q  S  A  V  A  A  A  A  S  L  L  Q  R  
TTGCCTGCCCTTGCTCAGGAGGTTGCTCCCCTTGTACAGGCCGTCTCCGCTGCAGCCGCC 





 G  G  R  R  L  A  E  S  G  A  E  A  G  T  E  A  G  A  E  A  
GGTCCAGGTCAAGCGTTGCTGACGGCTATGGCACAGGACTTGGTGTACGGCCCTGTGCGT 
 G  P  G  Q  A  L  L  T  A  M  A  Q  D  L  V  Y  G  P  V  R  
GGGCGCCGCCGCCGTCCGGAAGTTTTGGCATCTTCGGGGCCAATGGCAGGCGGAGTGAGC 
 G  R  R  R  R  P  E  V  L  A  S  S  G  P  M  A  G  G  V  S  
ACCGGCCAAGCTGCGGTAGGCATGGAACAAGAGCAAGGAGCGGCTCAGCCTTTAGTGGAC 
 T  G  Q  A  A  V  G  M  E  Q  E  Q  G  A  A  Q  P  L  V  D  
GATTGGGACTGCTTGCGCGCAATGGTCGCAGCATGGTCGGATTCTTGTGGTCCTATGGCA 
 D  W  D  C  L  R  A  M  V  A  A  W  S  D  S  C  G  P  M  A  
GCTGACCAATACGTAATGCGTCACACACGTCTGCTTGCACGCCTTTGCAATGCACAGGTA 
 A  D  Q  Y  V  M  R  H  T  R  L  L  A  R  L  C  N  A  Q  V  
CCTCCTGCCCTTGTGGCCGAGGCATTACGCGGGTCCGGTTGCAGCGGTGCTAATACCGTA 
 P  P  A  L  V  A  E  A  L  R  G  S  G  C  S  G  A  N  T  V  
CTCGAGAA 
 L  E 
Slika 2: Nukleotidno in prevedeno aminokislinsko zaporedje naročenega sinteznega gena za CrVPE. Z rdečo barvo 
je označena neželena insercija, z modro je označen N-končni del proteina, z rumeno osrednji del, s sivo vmesni del in 
z zeleno C-končni del proteina. V nukleotidnem zaporedju je z vijolično barvo označeno restrikcijsko mesto za NcoI, 
z roza pa restrikcijsko mesto za XhoI. 
 
3.1.6 Drugi reagenti 
Za pripravo agaroznih gelov smo uporabili agarozo (Sigma) in etidijev bromid (Sigma). 
 
3.2 Aparature in oprema 
Pri delu smo uporabili naslednje naprave: 
- centrifuga Sorvall RC6+ (Thermo Scientific) 
- ciklični termostat GeneAmp PCR System 2700 (Applied Biosystems) 
- inkubator (Binder) 
- namizna centrifuga 5424 (Eppendorf) 
- napajalnik za agarozno gelsko elektroforezo BIO-RAD Model 500 (BIO-RAD 
Laboratories) 
- naprava za slikanje gelov MiniBIS Pro (DNR Bio-Imaging Systems) 
- spektrofotometer NanoDrop 2000c (ThermoScientific) 
- stresalnik Sanyo ORBI-SAFE (Panasonic) 
- tehtnica PL83-S (Mettler Toledo) 
- tehtnica WLC2/A2 (RADWAG) 




3.3 Bakterijska seva 
Za kloniranje sinteznega gena za CrVPE smo uporabili bakterijske celice seva Escherichia coli    
XL1-blue, za kloniranje popravljenega gena pa smo uporabili bakterijske celice seva Escherichia 
coli DH5α. Uporabili smo kompetentne bakterijske celice, ki so bile shranjene pri -80 °C. 
 
3.4 Gojišča 
Pri delu smo uporabili naslednja gojišča:  
- tekoče LB (10 g peptona, 10 g NaCl, 5 g kvasnega ekstrakta, dH2O do 1 L) 
- tekoče LBA (10 g peptona, 10 g NaCl, 5 g kvasnega ekstrakta, dH2O do 1 L, antibiotik 
ampicilin do končne koncentracije 100 µg/ml) 
- trdno LBA (10 g peptona, 10 g NaCl, 5,0 g kvasnega ekstrakta, 15 g agarja, dH2O do 1 L, 
antibiotik ampicilin do končne koncentracije 100 µg/ml) 
 
3.5 Vektor 
Uporabili smo klonirni vektor pJET1.2/blunt, kamor smo vključek vnesli preko topih koncev. 
Prazen vektor je velik 2974 bp (slika 3). 
 
Slika 3: Vektorska karta že razrezanega plazmida pJET1.2/blunt. Plazmid vsebuje bakterijski začetek pomnoževanja 
(ori), gen za odpornost proti ampicilinu (AmpR) in klonirno mesto (MCS), pred katerim je promotor T7. Klonirno 
mesto je znotraj zapisa za mutirano restriktazo (Eco47I/T7). Ko v vektor vstavimo vključek, prekinemo to zaporedje 
in s tem preprečimo izražanje restriktaze. Zato preživijo samo celice, ki vsebujejo vektor z vključkom. Vektorska karta 




3.6 Začetni oligonukleotidi 
Za reakcijo PCR na osnovi kolonije smo uporabili začetna oligonukleotida iz kompleta reagentov 
CloneJET PCR Cloning Kit. 
Za reakcijo PCR za uvedbo delecije smo uporabili začetne oligonukleotide, ki so prikazani v tabeli 
1. 
 
Tabela 1: Začetni oligonukleotidi za PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. 
ime začetnega 
oligonukleotida 
zaporedje začetnega oligonukleotida dolžina 
[nt] 
Tm [°C] 
VPE_F (smerni) AACCATGGCCCTTCGCCTG 19 62 
VPE_R1 
(protismerni) 




GCAATCACTCGCGAATCCACCGCGGTACCCG 31 72 
VPE_R 
(protismerni) 






4.1 Bioinformatske metode 
4.1.1 Priprava filogenetskih dreves 
Za pripravo filogenetskih dreves smo izbrali aminokislinska zaporedja VPE iz podatkovne zbirke 
UniProt. Za poravnavo teh zaporedij in izris filogenetskih dreves smo uporabili algoritem 
ProbCons v programu Phylogeny.fr. 
Uporabili smo zaporedja naslednjih proteinov: 
- VPE iz zelene alge Chlamydomonas reinhardtii (UniProt koda A8JHT2) 
- VPE iz zelene alge Trebouxia sp. (UniProt koda A0A5J4YE93) 
- VPE iz zelene alge Klebsormidium nitens (UniProt koda A0A1Y1IKN1) 
- VPE iz zelene alge Chlorella sorokiniana (UniProt koda A0A2P6TT21) 
- VPE iz zelene alge Micractinium conductrix (UniProt koda A0A2P6VAR8) 
- VPE iz zelene alge Auxenochlorella protothecoides (UniProt koda A0A087SEB4) 
- VPE iz rumenkaste alge Achlya hypogyna (UniProt koda A0A1V9YNB1) 
- VPE iz rumenkaste alge Hondaea fermentalgiana (UniProt koda A0A2R5G7W0) 
- VPE iz rjave alge Ectocarpus siliculosus (UniProt koda D7FPT0) 
- VPE α-izooblika iz višje rastline Arabidopsis thaliana (UniProt koda P49047) 
- VPE β-izooblika iz višje rastline Arabidopsis thaliana (UniProt koda Q39044) 
- VPE γ-izooblika iz višje rastline Arabidopsis thaliana (UniProt koda Q39119) 
- VPE δ-izooblika iz višje rastline Arabidopsis thaliana (UniProt koda Q9LJX8) 
- VPE iz glive Phytophthora infestans (UniProt koda D0MXB3) 
- človeški legumain (UniProt koda Q99538) 
- legumain iz bakterije Bacteroides uniformis (UniProt koda A0A174PQU0) 
- legumain iz arheje Methanoregula boonei (UniProt koda A7I8E6) 
4.1.2 Primerjave 3D-struktur in določitev aktivnega mesta 
S programom I-TASSER smo pripravili dva modela 3D-struktur CrVPE, enega na osnovi 
prevedenega aminokislinskega zaporedja naročenega sinteznega gena za CrVPE z dodanim 
zaporedjem signalnega peptida, drugega pa na osnovi prevedenega aminokislinskega zaporedja 
sinteznega gena z odstranjeno neželeno insercijo. Za vizualizacijo modelov smo uporabili program 
PyMOL. 
3D-strukturo CrVPE smo primerjali z že znano strukturo γVPE iz A. thaliana, ki je deponirana v 
podatkovni zbirki PDB pod kodo 5NIJ. 
Aktivno mesto smo določili iz poravnave aminokislinskih zaporedij VPE iz C. reinhardtii in A. 
thaliana, kar smo naredili s programom WebPRANK. Aminokislinske ostanke, ki so del aktivnega 




4.1.3 Primerjava izražanja gena za VPE in drugih genov pri različnih pogojih 
V podatkovni zbirki PubMed smo poiskali članke, v katerih so s pomočjo metode RNA-Seq 
določili količine mRNA vseh genov iz C. reinhardtii pod različnimi pogoji rasti. 
Primerjali smo izražanje genov šestih peptidaz iz klana CD in dveh vzdrževalnih proteinov. To so 
proteini VPE (Cre12.g483550), metakaspaza tipa 1 (Cre12.g517451), metakaspaza tipa 2 
(Cre03.g184700), peptidaza iz družine C11 (Cre02.g094600), peptidaza iz družine C13 
(Cre03.g153800) in separaza (Cre01.g029200) ter gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza 
(Cre07.g354200) in aktin (Cre13.g603700). 
 
4.2 Laboratorijske metode 
4.2.1 Ligacija sinteznega gena v klonirni vektor in transformacija celic E. coli 
Za ligacijo smo uporabili komplet reagentov CloneJET PCR Cloning Kit. Ta komplet reagentov 
vsebuje že lineariziran plazmid pJET1.2/blunt, kamor smo vstavili sintezni gen za CrVPE. Sestava 
ligacijske mešanice je prikazana v tabeli 2. Reakcija je tekla 30 min pri sobni temperaturi. 
 
Tabela 2: Ligacijska mešanica za ligacijo sinteznega gena za CrVPE v klonirni vektor pJET1.2/blunt. 
reagent količina [μl] 
reakcijski pufer 10 
vektor (plazmid pJET1.2/blunt) 0,5 
vključek (sintezni gen za CrVPE) 8 
ligaza T7 1 
Σ 19,5 
 
S plazmidom pJET1.2/blunt z ligiranim sinteznim genom za CrVPE (pJET_CrVPE) smo 
transformirali kompetentne celice E. coli XL1-blue. 100 μl celic smo dodali celotno ligacijsko 
mešanico in inkubirali 30 min na ledu. Nato smo naredili toplotni šok za 45 s pri temperaturi          
42 °C. Nato smo celicam dodali 800 μl tekočega gojišča LB in stresali 30 min pri temperaturi        
37 °C. Po stresanju smo celice centrifugirali 3 min na 3000 g. Odstranili smo 700 μl supernatanta, 
celice v peletu pa resuspendirali v preostalih 200 μl supernatanta, jih razmazali na ploščo LBA in 





4.2.2 PCR na osnovi kolonije 
Izbrali smo 10 kolonij celic XL1-blue, v katerih smo z reakcijo PCR na osnovi kolonije skušali 
ugotoviti, ali vsebujejo vključek CrVPE. Uporabili smo komplet reagentov DreamTaq Green PCR 
Master Mix (2×). Sestava mešanice PCR za eno reakcijo je prikazana v tabeli 3, temperaturni 
program reakcije PCR pa je prikazan v tabeli 4. Mešanici PCR smo dodali kolonijo iz plošče in jo 
nato še precepili na novo ploščo LBA. Rezultate PCR na osnovi kolonije smo preverili z agarozno 
gelsko elektroforezo. 
 
Tabela 3: Sestava mešanice PCR za reakcijo PCR na osnovi kolonije. 
reagent količina [μl] 
10× pufer DreamTaq 2 
dNTP (2 mM) 2 
smerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 




Tabela 4: Temperaturni program reakcije PCR na osnovi kolonije. 
korak čas [min] temperatura [°C]  
začetna denaturacija 1 95  
denaturacija 0,5 95 
25 ciklov prileganje 0,5 55 
podaljševanje 2 72 
končno podaljševanje 5 72  






4.2.3 Izolacija plazmida iz celic E. coli in določanje nukleotidnega zaporedja vključka 
Glede na rezultate PCR na osnovi kolonije smo izbrali dve koloniji, ki vsebujeta vključek CrVPE, 
za določanje zaporedja. Ti dve koloniji smo iz LBA plošče s pipeto precepili v tekoče gojišče LBA 
(6 ml) in inkubirali preko noči pri temperaturi 37 °C ter nato iz prekonočne kulture izolirali plazmid 
z vključkom CrVPE. Za izolacijo plazmida smo uporabili komplet reagentov GeneJET Plasmid 
Miniprep Kit. Celice smo centrifugirali 2 min pri 3000 g in odstranili supernatant, nato pa sledili 
navodilom v kompletu reagentov. Plazmidno DNA smo eluirali v 50 μl elucijskega pufra in ji 
določili koncentracijo z merjenjem absorbance pri 260 nm s spektrofotometrom NanoDrop 2000c. 
Izolirana plazmida smo pripravili za določanje zaporedja vključka tako, da smo 5 μl plazmida 
dodali 2,5 μl deionizirane vode in 2,5 μl začetnega oligonukleotida iz kompleta reagentov 
CloneJET PCR Cloning Kit s koncentracijo 10 µM. V tabeli 5 so prikazane kombinacije plazmidov 
in začetnih oligonukleotidov, ki smo jih poslali za določanje zaporedja. Določena zaporedja smo 
nato primerjali z zaporedjem naročenega gena z orodjem BLASTN. 
 
Tabela 5: Kombinacije plazmidov in začetnih oligonukleotidov za določanje zaporedja vključka. 
koda zaporedja plazmid začetni oligonukleotid 
CQK902 iz kolonije 5 (XL1-blue) smerni 
CQK903 iz kolonije 5 (XL1-blue) protismerni 
CQK904 iz kolonije 8 (XL1-blue) smerni 
CQK905 iz kolonije 8 (XL1-blue) protismerni 
/ iz kolonije 1 (DH5α) protismerni 
 
4.2.4 PCR za uvedbo delecije v sintezni gen 
Prevedeno aminokislinsko zaporedje sinteznega gena za CrVPE smo z orodjem BLASTP 
primerjali z aminokislinskim zaporedjem VPE iz C. reinhardtii iz podatkovne zbirke UniProt.  
V sinteznem genu je bila prisotna neželena insercija, ki smo jo odstranili s tremi reakcijami PCR 
(slika 5). S prvima dvema reakcijama smo posebej pomnožili del gena pred insercijo in del gena 
za insercijo. Za pomnoževanje fragmenta pred insercijo smo uporabili začetna oligonukleotida 
VPE_F in VPE_R1, za pomnoževanje fragmenta za insercijo pa začetna oligonukleotida VPE_F1 
in VPE_R (slika 4). Sestava mešanice PCR je prikazana v tabeli 6, temperaturni program reakcij 





Tabela 6: Sestava mešanice PCR za prvi dve reakciji PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. 
reagent količina [μl] 
5× pufer HF 4 
dNTP (10 mM) 0,4 
smerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 
matrična DNA (sintezni gen za CrVPE) 0,2 






Tabela 7: Temperaturni program prvih dveh reakcij PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. 
korak čas [min] temperatura [°C]  
začetna denaturacija 1 98  
denaturacija 0,25 98 
25 ciklov prileganje 0,5 55 
podaljševanje 0,5 72 
končno podaljševanje 3 72  
hlajenje ∞ 4  
 
Produkte prvih dveh reakcij PCR smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo in nato iz gela izolirali 
oba fragmenta s kompletom reagentov E.Z.N.A. Gel Extraction Kit. Sledili smo navodilom v 
kompletu reagentov in eluirali DNA v 20 μl elucijskega pufra. 
S tretjo reakcijo PCR smo oba fragmenta združili. Uporabili smo začetna oligonukleotida VPE_F 
in VPE_R (slika 4). Sestava mešanice PCR je prikazana v tabeli 8, temperaturni program reakcije 






Tabela 8: Sestava mešanice PCR za tretjo reakcijo PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. 
reagent količina [μl] 
5× pufer HF 4 
dNTP (10 mM) 0,4 
smerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 
protismerni začetni oligonukleotid (10 μM) 1 
matrična DNA (fragment pred insercijo) 0,2 
matrična DNA (fragment za insercijo) 0,2 




Tabela 9: Temperaturni program tretje reakcije PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. 
korak čas [min] temperatura [°C]  
začetna denaturacija 1 98  
denaturacija 0,25 98 
25 ciklov prileganje 0,5 55 
podaljševanje 0,75 72 
končno podaljševanje 3 72  
hlajenje ∞ 4  
 
Spet smo produkte PCR ločili z agarozno gelsko elektroforezo in iz gela izolirali popravljen gen 





Slika 4: Nukleotidno zaporedje sinteznega gena za CrVPE z neželeno insercijo in začetni oligonukleotidi, ki smo jih 






Slika 5: Shema reakcij PCR za uvedbo delecije v sintezni gen za CrVPE. S številkami so označene zaporedne reakcije 
PCR. Z rdečo barvo je označena insercija, z vijoličnimi puščicami so označeni začetni oligonukleotidi, s črtkanimi 
črtami pa sta označena dela fragmentov po prvih dveh reakcijah PCR, ki se prekrivata. Shema je narejena s programom 
BioRender. 
 
Skrajšan gen za CrVPE smo namnožili v celicah E. coli DH5α in ga nato spet poslali na določanje 
zaporedja. Za to smo ponovili postopke iz točk 4.2.1 do 4.2.3.  
4.2.5 Agarozna gelska elektroforeza 
Fragmente DNA po PCR smo ločili z agarozno gelsko elektroforezo (AGE). Uporabili smo 1 % 
agarozne gele, ki smo jih pripravili tako, da smo zatehtali 0,6 g agaroze in dodali pufer TAE do 
volumna 60 ml. To smo segreli, da se je agaroza raztopila v pufru. Ko se je raztopina ohladila, smo 
ji dodali etidijev bromid za vizualizacijo DNA, jo vlili v malo kadičko, dodali glavniček za žepke 
in počakali, da se je gel strdil. 
V žepke smo nanesli standard velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder in produkte reakcij PCR, ki 
smo jim dodali nanašalni pufer. Elektroforeza je nato tekla pri napetosti 140 V. Po končani 





5.1 CrVPE je najbolj soroden izoobliki βVPE iz višjih rastlin 
Pri višjih rastlinah so znane štiri izooblike VPE: αVPE, βVPE, γVPE in δVPE [13]. Kateri od teh 
izooblik je najbolj soroden CrVPE, smo ugotovili s pomočjo filogenetskih dreves. 
V zbirki UniProt je devet znanih zaporedij VPE iz alg. Od tega so tri iz rumenkastih alg, šest pa 
jih je iz zelenih alg. Na sliki 6 je filogenetsko drevo, ki prikazuje evolucijsko sorodnost VPE iz 
alg, zunanja skupina pa je legumain iz bakterije Bacteroides uniformis. Bakterijski legumain je 
najverjetneje prednik evkariontskih VPE. Na sliki vidimo, da VPE iz alg tvorijo dve skupini: v 
prvi je VPE iz alge Trebouxia sp., v drugi pa vsi ostali. Med njimi en klad tvori vseh pet VPE iz 
zelenih alg (Chlamydomonas reinhardtii, Klebsormidium nitens, Chlorella sorokiniana, 
Micractinium conductrix in Auxenochlorella protothecoides), drug klad pa tvorijo vsi trije VPE iz 
rumenkastih alg (Achlya hypogyna, Hondaea fermentalgiana in Ectocarpus siliculosus). VPE iz 
zelenih alg so si torej med seboj bolj sorodni kot z VPE iz rumenih alg in obratno, VPE iz 
rumenkastih alg so si med seboj bolj sorodni kot z VPE iz zelenih alg. Filogenetsko drevo kaže, 
da je CrVPE najbolj soroden VPE iz zelene alge K. nitens, kar ni pričakovano, saj je C. reinhardtii 
bolj soroden algam C. sorokiniana, A. protothecoides in M. conductrix [28]. K. nitens spada v 
deblo Charophyta, C. reinhardtii,  C. sorokiniana, A. protothecoides in M. conductrix pa spadajo 
v deblo Chlorophyta [28].  
 
Slika 6: Filogenetsko drevo VPE iz alg in bakterije Bacteroides uniformis kot zunanja skupina. Filogenetsko drevo je 
narejeno na osnovi poravnave celotnih aminokislinskih zaporedij proteinov iz zbirke UniProt z algoritmom ProbCons. 
Rdeče številke predstavljajo vrednost vezanja (tj. vrednost, ki nam pove, kako natančna je sorodnost proteinov v 








A. thaliana ima v svojem genomu štiri gene za VPE, in sicer za vse štiri izooblike [13], zato smo 
te štiri proteine uporabili za ugotavljanje sorodnosti VPE iz alg z izooblikami višjih rastlin (slika 
7). Zunanja skupina v filogenetskem drevesu je legumain iz bakterije Bacteroides uniformis. Na 
sliki vidimo, da so vse štiri izooblike (αVPE, βVPE, γVPE in δVPE) bolj sorodne VPE iz zelenih 
alg kot VPE iz rumenkastih alg. Največja sorodnost je s K. nitens, kar je pričakovano, saj je deblo 
Charophyta bolj sorodno višjim rastlinam kot deblo Chlorophyta [30]. Zelene alge C. reinhardtii, 
C. sorokiniana, A. protothecoides in M. conductrix tvorijo klad, kar je pričakovano, saj vse te alge 
spadajo v deblo Chlorophyta [28]. 
 
Slika 7: Filogenetsko drevo VPE iz alg, višje rastline Arabidopsis thaliana in bakterije Bacteroides uniformis kot 
zunanja skupina. Filogenetsko drevo je narejeno na osnovi poravnave celotnih aminokislinskih zaporedij proteinov iz 
zbirke UniProt z algoritmom ProbCons. Rdeče številke predstavljajo vrednost vezanja, na dnu slike pa je merilo za 
dolžino vej. 
 
Na sliki 8 je prikazano filogenetsko drevo vseh štirih VPE iz A. thaliana in CrVPE, poravnava teh 
petih aminokislinskih zaporedij pa je prikazana na sliki 9. Na sliki 8 vidimo, da je CrVPE najbolj 
soroden izoobliki βVPE. Tekom evolucije se je najkasneje pojavila izooblika δVPE [13], kar 
vidimo tudi na sliki. Ta izooblika je bolj podobna vegetativnemu tipu (αVPE in γVPE) kot 
semenskemu tipu VPE (βVPE) [13]. 
 
Slika 8: Filogenetsko drevo VPE iz alge Chlamydomonas reinhardtii in višje rastline Arabidopsis thaliana. 
Filogenetsko drevo je narejeno na osnovi poravnave celotnih aminokislinskih zaporedij proteinov iz zbirke UniProt z 





C.r.VPE        MPPGHLRIARGRQCE-LSISSLLLTICWSLFLSQGCSALRLPSLSLRHAVRRPKPTRQED 
A.t.alfaVPE   MTTVVSFLALFLFL--VAAVS-----G---------DVIKLPSLASKF----F------- 
A.t.betaVPE    MAKSCYFRPALLLLL-VLLVH-----AESRGRFE--PKILMPTEEA-------------- 
A.t.gamaVPE   MATTMTRVSVGVVLF-VLLVSLV---AVSAARSGPDDVIKLPSQASRF----F------- 
A.t.deltaVPE   MSSPLGHFQILVFLHALLIFS-----AESRK---------TQLLNDN------------- 
C.r.VPE        VEVSARAATLTPAAKKPTDFADGDD-VTVRNHWALLVAGSAGWGNYRHQADVCHAYQVLL 
A.t.alfaVPE    ------------------RPTENDD---DSTKWAVLVAGSSGYWNYRHQADVCHAYQLLK 
A.t.betaVPE    ------------------NPADQDE-DGVGTRWAVLVAGSSGYGNYRHQADVCHAYQILR 
A.t.gamaVPE   ------------------RPAENDDDSNSGTRWAVLVAGSSGYWNYRHQADICHAYQLLR 
A.t.deltaVPE   -------------------DVESSDKSAKGTRWAVLVAGSNEYYNYRHQADICHAYQILR 
C.r.VPE        RGGLRPAHIVTMMYDDIAHDPENPYPGHVFNSPGGPDVYGGVRVDYRGSDVSAAVFLAVL 
A.t.alfaVPE   KGGVKEENIVVFMYDDIAKNEENPRPGVIINSPNGEDVYNGVPKDYTGDEVNVDNLLAVI 
A.t.betaVPE    KGGLKEENIVVLMYDDIANHPLNPRPGTLINHPDGDDVYAGVPKDYTGSSVTAANFYAVL 
A.t.gamaVPE   KGGLKEENIVVFMYDDIANNYENPRPGTIINSPHGKDVYQGVPKDYTGDDVNVDNLFAVI 
A.t.deltaVPE   KGGLKDENIIVFMYDDIAFSSENPRPGVIINKPDGEDVYKGVPKDYTKEAVNVQNFYNVL 
C.r.VPE        EGNASALPPGTRGSGRVLASGPYDRLFVFYSDHGAPGVLGMPSGSFLYADELVGALQRKW 
A.t.alfaVPE   LGNKTALK---GGSGKVVDSGPNDHIFIYYSDHGGPGVLGMPTSPNLYANDLNDVLKKKY 
A.t.betaVPE    LGDQKAVK---GGSGKVIASKPNDHIFVYYADHGGPGVLGMPNTPHIYAADFIETLKKKH 
A.t.gamaVPE   LGDKTAVK---GGSGKVVDSGPNDHIFIFYSDHGGPGVLGMPTSPYLYANDLNDVLKKKH 
A.t.deltaVPE   LGNESGVT---GGNGKVVKSGPNDNIFIYYADHGAPGLIAMPTGDEVMAKDFNEVLEKMH 
C.r.VPE        RHRGYKEAVLYIEACESGSMFEGLLPPDIGAYATTASNAMESSWGTYCPGMSPGPPPLFS 
A.t.alfaVPE   ASGTYKSLVFYLEACESGSIFEGLLPEGLNIYATTASNAEESSWGTYCPGEDPSPPSEYE 
A.t.betaVPE    ASGTYKEMVIYVEACESGSIFEGIMPKDLNIYVTTASNAQESSYGTYCPGMNPSPPSEYI 
A.t.gamaVPE   ALGTYKSLVFYLEACESGSIFEGLLPEGLNIYATTASNAEESSWGTYCPGEEPSPPPEYE 
A.t.deltaVPE   KRKKYNKMVIYVEACESGSMFEGILKKNLNIYAVTAANSKESSWGVYCPESYPPPPSEIG 
C.r.VPE        TCLGDLYSVAWMENADVCDLTQETLMAQYSIIRNRTSNNYTYSMGSHVMQYGSLAITRES 
A.t.alfaVPE   TCLGDLYSVAWIEDSEKHNLQTETLHEQYELVKKRTAGS-GKSYGSHVMEFGDIGLSKEK 
A.t.betaVPE    TCLGDLYSVAWMEDSETHNLKKETIKQQYHTVKMRTSNYNTYSGGSHVMEYGNNSIKSEK 
A.t.gamaVPE   TCLGDLYSVAWMEDSGMHNLQTETLHQQYELVKRRTAPV-GYSYGSHVMQYGDVGISKDN 
A.t.deltaVPE   TCLGDTFSISWLEDSDLHDMSKETLEQQYHVVKRRVGS--DVPETSHVCRFGTEKMLKDY 
C.r.VPE        TAVPGGGEREQGTGGRAGWLSAAGAMLGSTLHWARSSLRGVIAVPLTRATGSSVRAGASA 
A.t.alfaVPE   LVLFMGTNPADENF------------------------------TFVN--ENS------- 
A.t.betaVPE    LYLYQGFDPATVNL------------------------------PLNE---LP------- 
A.t.gamaVPE   LDLYMGTNPANDNF------------------------------TFAD--ANS------- 
A.t.deltaVPE   LSSYIGRNPENDNF------------------------------TFTE--SFS------- 
C.r.VPE        GGASGSCSDVGSSGEREHRQQQHRPHPHMPQRDADLAPLRHAATHAVT-SERRAAAAEAL 
A.t.alfaVPE   ---------------------IRPPSRVTNQRDADLVHFWHKYQKAPEGSARKVEAQKQV 
A.t.betaVPE    ---------------------VKSKIGVVNQRDADLLFLWHMYRTSEDGSRKKDDTLKEL 
A.t.gamaVPE   ---------------------LKPPSRVTNQRDADLVHFWEKYRKAPEGSARKTEAQKQV 
A.t.deltaVPE   -------S-------------PISNSGLVNPRDIPLLYLQRKIQKAPMGSLESKEAQKKL 
C.r.VPE        AREQARRQSLDQSAVAAAASLLQRLPALAQEVAPLVQAVSAAAAGGRRLAESGAEAGTEA 
A.t.alfaVPE   LEAMSHRLHVDNSILLIGILLFG------------------------------------- 
A.t.betaVPE    TETTRHRKHLDASVELIATILFG------------------------------------- 
A.t.gamaVPE   LEAMSHRLHIDNSVILVGKILFG------------------------------------- 








C.r.VPE        GAEAGPGQALLTAMAQDLVYGPVRGRRRRPEVLASSGPMAGGVSTGQAAVGMEQEQGAAQ 
A.t.alfaVPE   ---------------------LE-----GHAV-------------------LNKVRPSGE 
A.t.betaVPE    ---------------------PT------MNV-------------------LNLVREPGL 
A.t.gamaVPE   ---------------------IS----RGPEV-------------------LNKVRSAGQ 
A.t.deltaVPE   ---------------------QT----NVLNL-------------------LTSTRTTGQ 
C.r.VPE        PLVDDWDCLRAMVAAWSDSCGPMAADQYVMRHTRLLARLCNAQVPPALVAEALRGSGCSG 
A.t.alfaVPE   PLVDDWDCLKSLVRAFERHCGSL--SQYGIKHMRSIANMCNAGIQMRQMEEAAM-QACPT 
A.t.betaVPE    PLVDDWECLKSMVRVFEEHCGSL--TQYGMKHMRAFANVCNNGVSKELMEEAST-AACGG 
A.t.gamaVPE   PLVDDWNCLKNQVRAFERHCGSL--SQYGIKHMRSFANICNAGIQMEQMEEAAS-QACTT 
A.t.deltaVPE   PLVDDWDCFKTLVNSFKNHCGAT--VHYGLKYTGALANICNMGVDVKQTVSAIE-QAC-- 
C.r.VPE        -------------ANTV 
A.t.alfaVPE   IPTSPWSSL--DRGFSA 
A.t.betaVPE    YSEARYTVHPSILGYSA 
A.t.gamaVPE   LPTGPWSSL--NRGFSA 
A.t.deltaVPE   ---------------SM 
Slika 9: Poravnava aminokislinskih zaporedij CrVPE in štirih VPE iz A. thaliana, narejena z algoritmom ProbCons. 
 
VPE oz. legumaini se poleg rastlin pojavljajo tudi pri bakterijah, arhejah, glivah in živalih. 
Filogenetsko drevo legumainov iz vseh teh organizmov je prikazano na sliki 10. Zunanja skupina 
sta bakterijski in arhejski legumain, nato pa se loči človeški legumain. VPE iz rjave alge 
Ectocarpus siliculosus in glive Phytophthora infestans sta si med seboj bolj sorodna kot z VPE iz 
zelenih alg in višjih rastlin, kar je pričakovano, saj so rjave alge evolucijsko bližje glivam kot 
zelenim algam. Tudi na tej sliki vidimo, da je CrVPE najbolj soroden izoobliki βVPE iz višjih 
rastlin. 
 
Slika 10: Filogenetsko drevo VPE oz. legumainov iz zelene alge Chlamydomonas reinhardtii, rjave alge Ectocarpus 
siliculosus, višje rastline Arabidopsis thaliana, glive Phytophthora infestans, bakterije Bacteroides uniformis, arheje 
Methanoregula boonei in človeka. Filogenetsko drevo je narejeno na osnovi poravnave celotnih aminokislinskih 
zaporedij proteinov iz zbirke UniProt z algoritmom ProbCons. Rdeče številke predstavljajo vrednost vezanja, na dnu 






5.2 Strukturno se CrVPE z rastlinskim γVPE ujema v osrednjem in                   
C-končnem delu 
Zaenkrat je določena samo ena struktura rastlinskega VPE, in sicer γVPE iz A. thaliana. V 
primerjavi z modelom strukture CrVPE ima γVPE krajši C-končni del (slika 11 a in b, zeleno) in 
vmesni del proteina, tj. del med osrednjim in C-končnim delom proteina (slika 11 a in b, sivo).    
C-končni del CrVPE ima dodatno α-vijačnico, ki je γVPE nima, vmesni del pa ima dodaten del z 
nepravilno sekundarno strukturo, ki ga γVPE nima. Na sliki 11 c je prikazan še model 3D-strukture 
CrVPE na osnovi naročenega sinteznega gena z neželeno insercijo. Ta insercija je med osrednjim 
in vmesnim delom proteina (slika 11 c, rdeče). 
  
Slika 11: 3D-strukture CrVPE in γVPE iz A. thaliana. a: Struktura γVPE (PDB: 5NIJ). b: Model strukture CrVPE na 
osnovi prevedenega aminokislinskega zaporedja naročenega sinteznega gena brez neželene insercije, narejen s 
programom I-TASSER. c: Model strukture CrVPE na osnovi prevedenega aminokislinskega zaporedja naročenega 
sinteznega gena z dodanim signalnim peptidom. Pri vseh strukturah je z zeleno barvo označen C-končni del proteina, 
z rumeno osrednji del, s sivo vmesni del, pri CrVPE pa je z modro barvo označen še N-končni del proteina.                   
3D-strukura γVPE ne vsebuje N-končnega dela, 3D-struktura CrVPE na sliki b pa ne vsebuje signalnega peptida. 
 
Model strukture CrVPE smo v programu PyMOL poravnali s strukturo γVPE in ugotovili, da se 
proteina ujemata v osrednjem in C-končnem delu (slika 12). Najmanjše ujemanje je v vmesnem 
delu proteina (slika 12, sivo), ki je pri CrVPE veliko daljši kot pri γVPE. 
 
Slika 12: Poravnava 3D-struktur CrVPE in γVPE iz A. thaliana (PDB: 5NIJ). Z vijolično barvo je označen γVPE, z 
modro je označen N-končni del CrVPE, z zeleno C-končni del CrVPE, z rumeno osrednji del CrVPE in s sivo vmesni 
del CrVPE. Model strukture CrVPE je narejen s programom I-TASSER na osnovi prevedenega aminokislinskega 




5.3 Aktivno mesto CrVPE je v osrednjem delu proteina 
V zbirki UniProt za CrVPE še ni podatka o aktivnem mestu. Znana pa so aktivna mesta VPE iz A. 
thaliana (AtVPE). Aktivno mesto αVPE tvorita His162 in Cys204 [31]. Aktivno mesto βVPE 
tvorita His169 in Cys21 [32], γVPE His177 in Cys219 [33] ter δVPE His164 in Cys206 [34]. 
Iz poravnave CrVPE in AtVPE smo določili aktivno mesto CrVPE. Tvorita ga His211 in Cys253, 
ki sta skrita v osrednjem delu proteina. Substrat se torej veže med osrednji (slika 13, rumeno) in     
C-končni (slika 13, zeleno) del proteina. 
 
Slika 13: 3D-struktura CrVPE s prikazano površino in približano aktivno mesto. Z modro barvo je označen N-končni 
del proteina, z zeleno C-končni del, z rumeno osrednji del in s sivo vmesni del proteina. Aktivno mesto je označeno z 
rdečo barvo. Model strukture je narejen s programom I-TASSER na osnovi prevedenega aminokislinskega zaporedja 
naročenega sinteznega gena brez neželene insercije. 
 
V vezavnem žepu VPE sta še argininski in serinski aminokislinski ostanek [12]. Pri γVPE iz A. 
thaliana sta to Arg74 in Ser247 [12], pri CrVPE pa sta to Arg105 in Ser281 (slika 14). 
 
Slika 14: 3D-struktura vezavnega žepa CrVPE. Z rdečo barvo so označeni aminokislinski ostanki, ki sodelujejo pri 
vezavi substrata in cepitvi peptidne vezi. To so Arg105, His211, Cys253 in Ser281. Model strukture je narejen s 






5.4 Izražanje gena za VPE je odvisno od pogojev, pri katerih gojimo algo 
Chlamydomonas reinhardtii 
Obstaja veliko raziskav, v katerih so določili ravni izražanja genov iz C. reinhardtii pod različnimi 
pogoji. V teh raziskavah so količino izražene mRNA določili z metodo RNA-Seq. 
Naredili smo primerjave izražanja gena za VPE z drugimi geni za peptidaze iz klana CD in dvema 
vzdrževalnima genoma. VPE je ena izmed peptidaz iz družine C13 in spada v klan CD [15]. V ta 
klan spada še pet proteinov iz C. reinhardtii; to so metakaspaza tipa 1 (MC1), metakaspaza tipa 2 
(MC2), peptidaza iz družine C11 (C11), peptidaza iz družine C13 (C13) in separaza (ESP) [35]. 
Za primerjavo smo izbrali še vzdrževalna proteina gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenazo (GAPDH) 
in aktin (ACT). 
V vseh primerih je najbolj izražen gen za ACT, kar je pričakovano, saj je aktin pomemben 
strukturni protein. Med peptidazami klana CD je najbolj izražen gen za MC2, najmanj pa gen za 
ESP. To vidimo na slikah od 15 do 20 a in b. 
5.4.1 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii v svetlobi in temi 
Leta 2018 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v svetlobi in v temi [36]. Celice seva CC-4351 so gojili v ciklu izmenjavanja svetlobe 
in teme na 12 ur [36]. Količino mRNA so določili na koncu temnega obdobja (slika 15 a in b, 
tema) in 1 uro po začetku svetlega obdobja (slika 15 a in b, svetloba) [36]. 
Večina izbranih genov je bolj izraženih v temi (slika 15 c). Izjema je gen za ACT, ki je bolj izražen 
v svetlobi, izražanje gena za MC2 pa je približno enako v svetlobi in v temi. Povečano izražanje 
gena za VPE najverjetneje ni posledica odgovora na stres, saj C. reinhardtii v temi lahko preklopi 





Slika 15: Izražanje izbranih genov iz C. reinhardtii v svetlobi in v temi [36]. a: Količine mRNA izbranih genov, 
podane v enotah FPKM (angl. fragments per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA izbranih genov.               
c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC1 = metakaspaza tipa 1,   
MC2 = metakaspaza tipa 2, C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, ESP = separaza,   
GAPDH = gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, ACT = aktin. 
 
5.4.2 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii v anoksičnih pogojih 
Leta 2013 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v anoksičnih pogojih v temi [37]. Celice seva CC-124 so gojili na svetlobi do 
koncentracije 2,2 do 2,7 ∙ 106 celic/ml [37]. Nato so jih prestavili v anaerobno komoro v temo [37]. 
Količino mRNA so določili pred anoksičnimi pogoji (slika 16 a in b, 0), po 30 minutah v 
anoksičnih pogojih (slika 16 a in b, 30 min) in po 6 urah v anoksičnih pogojih (slika 16 a in b,        
6 h) [37]. 
Izražanje gena za VPE se v anoksičnih pogojih v temi poveča (slika 16 c). To je verjetno posledica 
odgovora na stres. Ob pomanjkanju kisika se namreč tvori H2O2, ki v celici povzroči oksidativni 
stres, odgovor na to pa je PCD [38]. Po daljšem času v anoksičnih pogojih se izražanje gena za 
VPE zmanjša, vendar je še vedno večje kot v prisotnosti kisika. To bi lahko pomenilo, da se celice 
delno prilagodijo na anoksične pogoje oz. jih zaznajo kot manjši stres. Lahko bi se tudi zmanjšala 
količina H2O2 v celicah. Pri genih za MC2 in ESP se izražanje na začetku anaerobioze ne spremeni 
oz. se malo poveča, nato pa se močno zmanjša. Pri genih za C11 in C13 se podobno kot pri genu 
za VPE izražanje v anoksičnih pogojih najprej poveča, po daljšem času pa se zmanjša. Izražanje 





Slika 16: Izražanje izbranih genov iz C. reinhardtii v anoksičnih pogojih v temi [37]. a: Količine mRNA izbranih 
genov, podane v enotah RPKM (angl. reads per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA izbranih genov.      
c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC2 = metakaspaza tipa 2,    
C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, ESP = separaza, GAPDH = gliceraldehid 3-fosfat 
dehidrogenaza, ACT = aktin. Za izražanje gena za MC1 v anoksičnih pogojih v temi ni podatka. 
 
5.4.3 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii po dodatku vodikovega 
peroksida 
Leta 2015 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v prisotnosti H2O2 [39]. Celice seva CC-4532 so gojili na svetlobi in pri koncentraciji 
približno 2 ∙ 106 celic/ml v gojišče dodali H2O2 do končne koncentracije 1 mM [39]. Količino 
mRNA so določili pred dodatkom H2O2 (slika 17 a in b, 0), 30 minut po dodatku H2O2 (slika 17 a 
in b, 30 min) in 1 uro po dodatku H2O2 (slika 17 a in b, 1 h) [39]. 
Izražanje gena za VPE se po dodatku H2O2 poveča (slika 17 c), kar je verjetno posledica odgovora 
na oksidativni stres. Med peptidazami iz klana CD se izražanje poveča še pri genu za MC1. 
Izražanje gena za MC2 se na začetku poveča, nato pa se malo zmanjša. Izražanje genov za C11 in 
C13 se po dodatku H2O2 zmanjša. Izražanje gena za ESP se na začetku malo zmanjša, nato pa 
poveča. Izražanje gena za GAPDH se po dodatku H2O2 poveča. Stopnja izražanja gena za ACT pa 





Slika 17: Izražanje izbranih genov iz C. reinhartii po dodatku vodikovega peroksida [39]. a: Količine mRNA izbranih 
genov, podane v enotah FPKM (angl. fragments per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA izbranih genov. 
c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC1 = metakaspaza tipa 1,  
MC2 = metakaspaza tipa 2, C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, ESP = separaza,   
GAPDH = gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, ACT = aktin. 
 
5.4.4 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii ob pomanjkanju železa 
Leta 2018 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v prisotnosti in odsotnosti železa [36]. Celice seva CC-4532 so najprej gojili v gojišču 
z 20 μM železa, nato pa v gojišču brez železa (manj kot 0,01 μM Fe) [36]. Količino mRNA so 
določili na koncu gojenja v gojišču z železom oz. tik preden so celice precepili v gojišče brez 
železa (slika 18 a in b, Fe +) in po 4 urah gojenja v gojišču brez železa (slika 18 a in b, Fe ) [36]. 
Izražanje gena za VPE je v prisotnosti železa večje kot v odsotnosti železa (slika 18 c), kar ni 
pričakovano, saj je železo pomembno hranilo v sledovih [23]. Težke kovine v celicah povzročijo 
povečan nastanek ROS in s tem oksidativni stres [40]. Večje izražanje v prisotnosti železa bi torej 
lahko pomenilo, da se pri 20 µM železa že tvori toliko ROS, da to celica zazna kot oksidativni 
stres. Tudi pri vseh drugih genih za peptidaze iz klana CD je izražanje večje v prisotnosti železa. 
Za razliko od genov za peptidaze iz klana CD je izražanje gena za GAPDH enako v prisotnosti in 





Slika 18: Izražanje izbranih genov iz C. reinhartii v prisotnosti in odsotnosti železa [36]. a: Količine mRNA izbranih 
genov, podane v enotah FPKM (angl. fragments per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA izbranih genov. 
c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC1 = metakaspaza tipa 1,  
MC2 = metakaspaza tipa 2, C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, ESP = separaza,   
GAPDH = gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, ACT = aktin. 
 
5.4.5 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii ob pomanjkanju bakra 
Leta 2018 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v prisotnosti in odsotnosti bakra [36]. Celice sevov CC-124 in CC-4425 so gojili v 
gojišču z 2 μM bakra (slika 19 a in b, Cu +) in v gojišču brez bakra (manj kot 0,01 μM Cu) (slika 
19 a in b, Cu ) [36]. Količino mRNA so določili pri koncentraciji med 6 ∙ 106 in 8 ∙ 106 celic/ml 
[36]. 
Izražanje gena za VPE je v prisotnosti bakra večje kot v odsotnosti bakra (slika 19 c). Tako kot pri 
železu, bi tudi tukaj pričakovali večje izražanje v odsotnosti bakra, ker je to pomembno hranilo v 
sledovih [23], vendar je možno, da se pri 2 μM bakra v celici že tvori toliko ROS, da to predstavlja 
oksidativni stres. Prav tako je v prisotnosti bakra večje izražanje genov za C11 in C13. Gen za 
MC1 se enako izraža v prisotnosti in odsotnosti bakra, izražanje genov za MC2 in ESP pa je večje 
v odsotnosti bakra. Izražanje gena za GAPDH je enako v prisotnosti in odsotnosti bakra, izražanje 





Slika 19: Izražanje  izbranih genov iz C. reinhardtii v prisotnosti in odsotnosti bakra [36]. a: Količine mRNA izbranih 
genov, podane v enotah FPKM (angl. fragments per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA izbranih genov. 
c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC1 = metakaspaza tipa 1,  
MC2 = metakaspaza tipa 2, C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, ESP = separaza,   
GAPDH = gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza, ACT = aktin. 
 
5.4.6 Izražanje gena za VPE pri Chlamydomonas reinhardtii v različnih obdobjih 
življenjskega cikla 
Leta 2018 je bil objavljen članek, v katerem so določili količino mRNA vseh genov iz C. 
reinhardtii v različnih obdobjih življenjskega cikla alge – v vegetativnih celicah, gametah, zigoti 
in ob kalitvi [36]. Najprej so določili količino mRNA v vegetativnih celicah mt+ seva CC-620 in 
mt seva CJU (slika 20 a in b, vegetativna celica mt+ in vegetativna celica mt). Nato so celice 
15 ur gojili v gojišču brez dušika in s tem inducirali gametogenezo ter določili količino mRNA v 
gametah (slika 20 a in b, gameta mt+ in gameta mt) [36]. mt+ in mt gamete so združili in po 
enem dnevu določili količino mRNA v zigotah (slika 20 a in b, zigota) [36]. Zigote so še 24 ur 
gojili v svetlobi in nato izmerili količino mRNA ob kalitvi (slika 20 a in b, kalitev) [36]. 
Izražanje gena za VPE, pa tudi za MC1, MC2 in ESP je največje ob kalitvi (slika 20 c). To ni 
pričakovano, saj do kalitve pride, ko se pogoji že izboljšajo in ni več prisotnega stresa. V ostalih 
fazah življenjskega cikla je izražanje gena za VPE približno enako. Gen za C11 se najbolj izraža 
v gametah, gen za C13 pa v celicah paritvenega tipa mt in v zigoti. Oba vzdrževalna gena sta 
najbolj izražena v vegetativnih celicah, gen za GAPDH v celicah paritvenega tipa mt+, gen za 





Slika 20: Izražanje  izbranih genov iz C. reinhardtii v različnih fazah življenjskega cikla [36]. a: Količine mRNA 
izbranih genov, podane v enotah FPKM (angl. fragments per kilobase million). b: Povečan graf količin mRNA 
izbranih genov. c: Normalizirane količine mRNA izbranih genov. VPE = vakuolni procesivni encim, MC1 = 
metakaspaza tipa 1,  MC2 = metakaspaza tipa 2, C11 = peptidaza iz družine C11, C13 = peptidaza iz družine C13, 








5.5 Sintezni gen za CrVPE smo uspešno vstavili v klonirni vektor 
Sintezni gen za CrVPE smo ligirali v že razrezan klonirni vektor pJET1.2/blunt in nato z vektorjem 
z vključkom (pJET_CrVPE) transformirali kompetentne celice E. coli XL1-blue. 
Po inkubaciji so zrasle kolonije XL1-blue. Da smo ugotovili, v katerih kolonijah je prisoten 
plazmid s pravilno vstavljenim vključkom CrVPE, smo za 10 kolonij naredili PCR na osnovi 
kolonije (slika 21). Vključek CrVPE je velik 2049 bp, zato smo pričakovali fragment velik malo 
več kot 2000 bp. Na sliki vidimo, da so plazmidi, ki vsebujejo vključek, prisotni v kolonijah 4, 5, 
8, 9 in 10, ker v teh žepkih vidimo lise pri ustrezni višini, tj. pri približno 2000 bp. 
 
Slika 21: Produkti PCR na osnovi kolonije na 1 % agaroznem gelu. V prvi žepek smo nanesli standard velikosti 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, v ostale žepke pa smo nanesli produkte reakcij PCR na osnovi kolonije. Na levi strani 
slike so prikazane velikosti lis standarda, na vrhu slike pa je označeno, katero kolonijo XL1-blue smo uporabili za 
reakcijo PCR. 
 
Za nadaljnje delo smo izbrali koloniji 5 in 8. Iz teh celic smo izolirali plazmida, izmerili njuno 









Tabela 10: Koncentracije plazmidov, izoliranih iz kolonij XL1-blue, izmerjene s spektrofotometrom NanoDrop 
2000c. 















Določena zaporedja (priloga) smo z orodjem BLASTN primerjali z zaporedjem naročenega 
sinteznega gena. Ugotovili smo, da je pri vključku iz kolonije 5 prišlo do delecij, vključek iz 














5.6 Insercijo v sinteznem genu smo odstranili s tremi reakcijami PCR 
Zaporedje prevedenega sinteznega gena za CrVPE smo z orodjem BLASTP primerjali z 
aminokislinskim zaporedjem VPE iz C. reinhardtii iz zbirke UniProt (slika 22). Ugotovili smo, da 
je v zaporedju sinteznega gena prisotna 159 bp dolga insercija od baznega para 971 do baznega 
para 1130. 
 
Slika 22: Poravnava aminokislinskega zaporedja VPE iz C. reinhardtii in prevedenega sinteznega gena za CrVPE z 








Zato smo v sintezni gen uvedli delecijo s tremi reakcijami PCR. S prvo in drugo reakcijo PCR smo 
pomnožili del sinteznega gena pred in za insercijo, nato smo ta dva fragmenta izolirali iz 
agaroznega gela in ju s tretjo reakcijo PCR združili v gen za CrVPE z ustreznim zaporedjem. Po 
prvih dveh reakcijah PCR smo pričakovali 985 bp in 935 bp dolga produkta. Obe reakciji PCR sta 
bili uspešni, saj vidimo lisi pri približno 1000 bp (slika 23). Po tretji reakciji PCR pa smo 
pričakovali 1890 bp dolg produkt. Tudi ta reakcija PCR je bila uspešna, saj vidimo liso malo nižje 
od 2000 bp (slika 24). 
  
 
Končni produkt reakcij PCR, tj. gen za CrVPE s popravljenim zaporedjem, smo izolirali iz 
agaroznega gela, ga ligirali v klonirni vektor pJET1.2/blunt in nato s plazmidom transformirali 
kompetentne celice E. coli DH5α. Za 5 kolonij smo naredili PCR na osnovi kolonije (slika 25). 
Popravljen sintezni gen mora biti velik 1890 bp, zato smo pričakovali fragment velik malo manj 
kot 2000 bp. Na sliki vidimo, da so plazmidi, ki vsebujejo vključek, v kolonijah 1, 2, 4 in 5, saj v 
teh žepkih vidimo lise pri približno 2000 bp. Pri plazmidu iz kolonije 3 je lisa pri približno            
700 bp, kar ni ustrezna velikost fragmenta, torej v tem plazmidu ni pravilnega vključka. 
 
Slika 23: Produkti tretje reakcije PCR za uvedbo 
delecije v sintezni gen za CrVPE na 1 % 
agaroznem gelu. V prvi žepek smo nanesli 
standard velikosti GeneRuler 1 kb DNA Ladder, v 
drugi žepek pa smo nanesli produkte tretje reakcije 
PCR. Na levi strani slike so prikazane velikosti lis 
standarda, na vrhu slike pa sta označeni imeni 
vzorcev. 
Slika 24: Produkti prvih dveh reakcij PCR za uvedbo 
delecije v sintezni gen za CrVPE na 1 % agaroznem gelu. 
V prvi žepek smo nanesli standard velikosti GeneRuler  
1 kb DNA Ladder, v drugi žepek smo nanesli produkte 
prve reakcije PCR, v tretji žepek pa smo nanesli produkte 
druge reakcije PCR. Na levi strani slike so prikazane 





   
Slika 25: Produkti PCR na osnovi kolonije na 1 % agaroznem gelu. V prvi žepek smo nanesli standard velikosti 
GeneRuler 1 kb DNA Ladder, v ostale žepke pa smo nanesli produkte reakcij PCR na osnovi kolonije. Na levi strani 
slike so prikazane velikosti lis standarda, na vrhu slike pa je označeno, katero kolonijo DH5α smo uporabili za reakcijo 
PCR. 
 
Na koncu smo še preverili, ali nam je z reakcijami PCR res uspelo popraviti zaporedje sinteznega 
gena za CrVPE. Za določitev nukleotidnega zaporedja vključka smo izbrali plazmid iz kolonije 1. 
Določeno zaporedje smo z orodjem BLASTN primerjali z zaporedjem sinteznega gena brez 
neželene insercije (slika 26). Ugotovili smo, da se določeno zaporedje ujema s pravilnim 






Slika 26: Poravnava zaporedja sinteznega gena za CrVPE brez neželene insercije in določenega nukleotidnega 
zaporedja vključka iz kolonije DH5α. Query = sintezni gen za CrVPE brez insercije; Sbjct = določeno nukleotidno 








Vakuolni procesivni encimi (VPE) so proteini, ki so prisotni pri mnogih rastlinskih vrstah in tudi 
pri algah. O VPE iz višjih rastlin vemo že veliko, VPE iz alg pa so še slabo preučeni. 
Tekom diplomskega dela smo želeli preučiti protein CrVPE, tj. vakuolni procesivni encim iz 
zelene alge Chlamydomonas reinhardtii. Raziskav na temo tega proteina zaenkrat še ni. So pa 
potekale raziskave PCD na C. reinhardtii. Ker je to enoceličen organizem, se na prvi pogled zdi, 
da je PCD nekaj negativnega, saj na ta način umre celoten organizem. Vendar je to ena od strategij, 
kako populacija preživi v neugodnih ali stresnih pogojih [41]. Do PCD pride, če je intenziteta 
stresa zelo visoka [41]. Če pa je intenziteta nizka, se bodo celice najprej poskusile prilagoditi na 
stresne pogoje ali pa bodo tvorile večcelične strukture: palmeloide ali agregate [41]. Agregati so 
velike strukture, ki jih lahko tvori tudi več tisoč z ekstracelularnim matriksom povezanih celic 
[41]. Za razliko od agregatov pa so palmeloidi skupki 4 do 16 celic, ki jih obdaja celična stena [3]. 
Nastanejo kot posledica več zaporednih delitev ene celice in ne kot posledica agregacije prosto 
plavajočih celic [41]. 
Z izvedbo PCD se zaščiti celotna populacija [41]. Umrejo namreč najbolj občutljive celice, ki nato 
v okolico sprostijo molekule, ki omogočijo preživetje drugim celicam [41]. PCD pri C. reinhardtii 
na primer sprožijo H2O2 [42], UV-sevanje [43] ter nekatere organske spojine, kot so ocetna kislina 
[44], kinon menadion [45] in toksin iz osjega strupa mastoparan [25]. 
Pri višjih rastlinah obstajajo štiri različne izooblike VPE. To so αVPE, βVPE, γVPE in δVPE [13]. 
Funkcije teh izooblik pri višjih rastlinah so že znane, funkcija CrVPE pa še ni znana, zato smo 
najprej želeli ugotoviti, kateri od rastlinskih izooblik je CrVPE najbolj podoben. Za pripravo 
filogenetskega drevesa smo uporabili celotna aminokislinska zaporedja CrVPE in VPE iz 
Arabidopsis thaliana (slika 8 in slika 9). Ta rastlina namreč v genomu vsebuje štiri gene za VPE, 
po enega za vsako izoobliko [13]. Ugotovili smo, da je CrVPE najbolj soroden izoobliki βVPE. 
Ta izooblika je pri rastlinah prisotna v semenih in cvetovih ter ima funkcijo procesiranja založnih 
proteinov med zorenjem semena, pomembna pa je tudi za razvoj cvetnega prahu [13], [19]. Teh 
struktur pri C. reinhardtii ni, zato mora imeti CrVPE drugačno funkcijo.  
Pogledali smo si tudi sorodnost CrVPE z drugimi VPE iz alg. VPE so prisotni tako pri zelenih kot 
tudi rumenkastih algah. Filogenetsko drevo, kjer smo vključili VPE iz devetih različnih vrst alg 
(slika 6), nam pokaže, da je CrVPE najbolj soroden VPE iz zelene alge Klebsormidium nitens, kar 
pa ni pričakovano. C. reinhardtii namreč spada v deblo Chlorophyta, K. nitens pa v deblo 
Charophyta [28]. Ko pa smo v filogenetsko drevo VPE iz alg dodali še VPE iz A. thaliana, so bili 
rezultati drugačni in glede na evolucijsko sorodnost teh organizmov bolj smiselni (slika 7). 
Rastlinskim VPE iz A. thaliana je najbolj soroden VPE iz alge K. nitens. Malo bolj evolucijsko 
oddaljeni pa so VPE iz zelenih alg iz debla Chlorophyta, to so C. reinhardtii, Chlorella 




v filogenetskem drevesu. Vse to se sklada s pričakovanji, saj je deblo Charophyta višjim rastlinam 
evolucijsko bližje kot deblo Chlorophyta [30].  
Sorodni proteini so prisotni tudi pri drugih organizmih – bakterijah, arhejah, glivah in živalih. 
Pripravili smo filogenetsko drevo, ki prikazuje evolucijsko sorodnost rastlinskih in algnih VPE z 
legumaini iz drugih organizmov (slika 10). Rezultati se skladajo z evolucijsko sorodnostjo teh 
organizmov. CrVPE sta najmanj sorodna bakterijski in arhejski legumain, ki tvorita zunanjo 
skupino v filogenetskem drevesu. Nato pa sledi že človeški legumain, ki je manj soroden s CrVPE 
kot sta z njim sorodna VPE iz glive Phytophthora infestans in rjave alge Ectocarpus siliculosus. 
Najbolj pa so CrVPE sorodni VPE iz višjih rastlin, kar je pričakovano, saj zelene alge in višje 
rastline izvirajo iz skupnega prednika. 
Struktura CrVPE še ni znana in tudi med rastlinskimi VPE je določena samo ena, in sicer struktura 
γVPE iz A. thaliana. S programom I-TASSER smo pripravili model strukture CrVPE in ga 
primerjali s strukturo γVPE (slika 11). Oba proteina sta sestavljena iz N-končnega dela, ki ga 
tvorita signalni peptid in N-končni propeptid, osrednjega dela, vmesnega dela in C-končnega dela, 
ki predstavlja avtoinhibitorno domeno oz. C-končni propeptid. Njuni strukturi se najbolje ujemata 
v osrednjem delu (slika 12), kjer je tudi aktivno mesto. CrVPE je od γVPE daljši za 167 
aminokislinskih ostankov – CrVPE je dolg 661, γVPE pa 494 aminokislinskih ostankov [33], [46]. 
Ta razlika se v strukturi najbolj pokaže v vmesnem delu, ki je pri γVPE sestavljen iz dveh α-
vijačnic, pri CrVPE pa iz treh α-vijačnic in daljšega dela z nepravilno sekundarno strukturo. Tudi 
C-končni del je pri CrVPE daljši. γVPE ima C-končni del iz treh α-vijačnic, CrVPE pa ima poleg 
tega še eno dolgo α-vijačnico. Proteina se razlikujeta tudi v dolžini signalnega peptida, ki je pri 
CrVPE dolg 37, pri γVPE pa 29 aminokislinskih ostankov [33], [46]. 
VPE je cisteinska proteaza, torej ima v aktivnem mestu katalitično diado His-Cys [12]. V zbirki 
UniProt za VPE iz C. reinhardtii še ni deponiranega podatka o aktivnem mestu. Zato smo želeli s 
poravnavo aminokislinskega zaporedja CrVPE z drugimi VPE, za katere je že znano, kateri 
aminokislinski ostanki tvorijo aktivno mesto in vezavni žep za substrat (VPE iz A. thaliana), 
poiskati aminokislinske ostanke v vezavnem žepu in aktivnem mestu CrVPE. Ugotovili smo, da 
katalitično diado tvorita His211 in Cys253, pri vezavi substrata pa najverjetneje sodelujeta še 
Arg105 in Ser281 (slika 14). Substrat se veže med osrednji in C-končni del proteina (slika 13). 
Funkcija rastlinskih VPE je procesiranje prekurzorskih proteinov v zrele proteine in iniciacija PCD 
[13]. Po še neznanem mehanizmu VPE povzroči kolaps tonoplasta, s čimer se v citosol sprostijo 
hidrolitični encimi, ki jih je VPE že prej aktiviral [14]. Ti encimi nato sprožijo serijo proteolitičnih 
reakcij in povzročijo razgradnjo vsebine celice [14]. Do PCD pri rastlinah pride tekom razvoja 
rastline ali pa zaradi biotskega oz. abiotskega stresa [14]. C. reinhardtii je enoceličen organizem, 
zato do PCD zaradi razvoja tkiv ne more priti, lahko pa jo sproži stres. Zato smo predvidevali, da 
bo izražanje gena za CrVPE povečano ob stresnih pogojih. V podatkovni zbirki PubMed smo 




anoksičnih pogojih, po dodatku H2O2, v prisotnosti in odsotnosti železa in bakra ter v različnih 
obdobjih življenjskega cikla.  
Izražanje gena za CrVPE je res večje ob stresnih pogojih, in sicer v anoksičnih pogojih in po 
dodatku H2O2 (slika 16 in slika 17). To je ekvivalentno vegetativnim tipom rastlinskih VPE (αVPE 
in γVPE), ki se med drugim izražajo kot odziv na biotski in abiotski stres [13]. Izražanje teh dveh 
izooblik se poveča na primer ob okužbi z intracelularnimi patogeni in patogeni, ki izločajo toksine, 
ob poškodbi rastline, v sušnih pogojih, pri povečani slanosti ter med oksidativnim stresom [12]. 
Dodatek H2O2 pri rižu (Oryza sativa) povzroči povečanje izražanja dveh vegetativnih tipov VPE 
(OsVPE2 in OsVPE3) [12]–[14]. H2O2 je ena izmed reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), ki so 
pomembne signalne molekule v procesu PCD [40]. Tudi nekateri drugi stresni pogoji, npr. 
anoksični pogoji, povzročijo povečano tvorbo ROS [38]. Povečanje izražanja gena za CrVPE po 
dodatku H2O2 in v anoksičnih pogojih je torej verjetno posledica oksidativnega stresa, ki vodi v 
PCD. Po daljšem času v anoksičnih pogojih se izražanje gena za CrVPE zmanjša, vendar je še 
vedno večje kot v prisotnosti kisika, kar bi lahko pomenilo, da se celice delno prilagodijo na stres 
ali pa se zmanjša količina H2O2 v celicah. Tvorbo H2O2 sproži tudi ozon, ki s tem poveča izražanje 
genov za αVPE in γVPE pri A. thaliana [12]. Za razliko od gena za CrVPE se geni za VPE pri A. 
thaliana bolj izražajo v prisotnosti kisika oz. se njihovo izražanje po šestih urah v anoksičnih 
pogojih zmanjša [47]. 
Železo in baker sta esencialni mikrohranili, ki ju C. reinhardtii potrebuje v sledovih za delovanje 
nekaterih encimov [23]. Glede na to bi pričakovali, da bo pomanjkanje železa ali bakra za algo 
predstavljalo stres in bo izražanje gena za CrVPE večje v odsotnosti teh dveh kovin. V resnici pa 
rezultati kažejo, da je izražanje večje v prisotnosti tako železa kot tudi bakra (slika 18 in slika 19). 
To bi lahko pomenilo, da je koncentracija težke kovine, ki so jo dodali v gojišče (20 µM  železa 
in 2 µM bakra), višja od optimalne. Težke kovine (železo, baker, svinec, kadmij, krom, arzen, živo 
srebro in cink) namreč povzročijo povečano produkcijo ROS in s tem oksidativni stres [40]. Poleg 
tega je za rastline toksičen tudi aluminij, ki poveča izražanje vseh genov za VPE pri tobaku 
(Nicotiana tabacum) [48]. 
C. reinhardtii v laboratoriju gojimo v 24-urnem ciklu tako, da je 12 ur osvetljen, nato pa je 12 ur 
v temi [10]. Gen za CrVPE se v večji meri izraža v temi (slika 15), vendar to ne more biti posledica 
stresa. C. reinhardtii namreč ni samo fotoavtotrof, ampak lahko uporabi tudi organski vir ogljika, 
acetat [11]. Pri ječmenu (Hordeum vulgare) inkubacija v temi poveča izražanje gena za αVPE in 
povzroči PCD [49]. Vendar pa razlog za povečanje izražanja gena za CrVPE ne more biti enak, 
saj je za povečanje izražanja pri ječmenu potrebna 10-dnevna inkubacija v temi, v primeru C. 
reinhardtii pa je inkubacija v temi trajala samo 12 ur. Tudi gen za βVPE pri A. thaliana se bolj 
izraža v temi, 16-urna osvetlitev z rdečo svetlobo pa njegovo izražanje zmanjša [50]. 
C. reinhardtii se lahko razmnožuje spolno ali nespolno [1]. Pri ugodnih pogojih poteka vegetativni 
cikel, torej se celice delijo z mitozo [1]. Pri neugodnih pogojih pa alga preide v spolni cikel, ki je 




spremenijo v gamete [1]. Celica ima lahko enega od dveh paritvenih tipov: mt+ ali mt [1]. Da 
pride do spolnega razmnoževanja, se morata srečati dve gameti nasprotnih paritvenih tipov [1]. Če 
se to zgodi, nastane zigota, ki se kasneje spremeni v dormantno zigosporo [1]. Zigospora lahko 
preživi v neugodnih pogojih, ko pa se le-ti izboljšajo, pride do zadnje stopnje spolnega cikla, tj. 
kalitev [1]. Z mejozo nastanejo štiri vegetativne celice, ki se sprostijo iz zigospore in se naprej 
delijo z mitozo (vegetativni cikel) [1]. Ugotovili smo, da se gen za CrVPE najbolj izraža ob kalitvi 
(slika 20), kar ni pričakovano, saj do kalitve pride, ko se pogoji izboljšajo, torej ni več prisotnega 
stresa. 
Pri A. thaliana se med razvojem semena najbolj izražata gena za βVPE in δVPE. Gen za βVPE se 
med zorenjem semena izraža v embriju in endospermu, kjer poskrbi za akumulacijo založnih 
proteinov [13]. Gen za δVPE pa se izraža v dveh plasteh semenske ovojnice, kjer sodeluje pri PCD 
teh celic, da se semenska ovojnica stanjša [12], [13]. V embriju sta v manjši meri izražena tudi 
gena za αVPE in γVPE, vendar je njuno izražanje veliko močnejše v vegetativnih tkivih rastline, 
kjer poteka PCD [13]. Izražanje se poveča v tkivih, kjer pride do PCD tekom razvoja rastline ali 
pa ob biotskem oz. abiotskem stresu [13]. 
Poleg bioinformatske analize CrVPE smo gen za ta protein tudi klonirali v bakteriji E. coli. Ker je 
sintezni gen, ki smo ga naročili, vseboval 159 bp dolgo neželeno insercijo (slika 22), smo morali 
gen najprej skrajšati. Izvedli smo tri reakcije PCR. S prvo smo pomnožili del gena pred insercijo 
in tako dobili 985 bp dolg fragment z zapisom gena pred insercijo in še začetkom zapisa za 
insercijo (slika 23). Z drugo reakcijo PCR smo pomnožili del gena za insercijo in dobili 935 bp 
dolg  fragment s koncem zapisa gena pred insercijo in zapisom za insercijo (slika 23). Nato smo 
ta dva fragmenta združili s tretjo reakcijo PCR. Ob denaturaciji so se komplementarni konci 
fragmentov povezali in pomnožil se je celoten gen brez insercije, ki je dolg 1890 bp (slika 24). 
Da smo preverili, ali nam je res uspelo popraviti zaporedje sinteznega gena, smo mu določili 
nukleotidno zaporedje. Iz agaroznega gela izoliran fragment (popravljen gen) smo vstavili v vektor 
in ga klonirali v bakteriji E. coli. Izoliran plazmid smo nato poslali na določitev nukleotidnega 
zaporedja vključka. Določeno zaporedje ne vsebuje več neželene insercije, torej smo sintezni gen 
uspešno popravili (slika 26). Ta gen lahko uporabimo za nadaljnje delo, tj. za izražanje gena in 





Cilj diplomske naloge je bil preučiti vakuolni procesivni encim iz enocelične zelene alge 
Chlamydomonas reinhardtii (CrVPE). 
Naše glavne ugotovitve so: 
- CrVPE je najbolj soroden rastlinski izoobliki βVPE. 
- V vezavnem žepu CrVPE so aminokislinski ostanki Arg105 in Ser281 ter His211 in 
Cys253, ki predstavljata katalitično diado. 
- Izražanje gena za CrVPE se poveča ob stresnih pogojih. 
Gen za CrVPE smo tudi klonirali v bakteriji Escherichia coli. Ugotovili smo, da sintezni gen, ki 
smo ga naročili, vsebuje neželeno insercijo. Gen nam je uspelo uspešno popraviti. Cilj nadaljnjega 
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9.1 Določena nukleotidna zaporedja vključkov v plazmidu pJET_CrVPE po 
prvem kloniranju 
CQK902: določeno nukleotidno zaporedje vključka CrVPE v plazmidu iz kolonije 5 s 

























CQK903: določeno nukleotidno zaporedje vključka CrVPE v plazmidu iz kolonije 5 s 




























CQK904: določeno nukleotidno zaporedje vključka CrVPE v plazmidu iz kolonije 8 s 




























CQK905: določeno nukleotidno zaporedje vključka CrVPE v plazmidu iz kolonije 8 s 
protismernim začetnim oligonukleotidom 
CCCGAAATGTAGGAGATCTTCTAGAAAGATAACCATGGCCCTTCGCCTGCCTTCCTTGTCTTTACGCCAC
GCTGTACGTCGTCCCAAGCCCACGCGTCAGGAGGATGTTGAGGTATCTGCGCGTGCTGCTACACTGACCC
CCGCAGCGAAAAAGCCGACCGATTTCGCTGACGGGGATGACGTGACCGTGCGTAATCACTGGGCATTGCT
TGTTGCAGGCTCTGCGGGTTGGGGGAATTACCGTCATCAAGCGGATGTTTGTCACGCTTATCAAGTATTA
CTGCGTGGAGGGCTGCGCCCAGCGCATATCGTGACCATGATGTATGATGATATCGCTCATGACCCGGAAA
ACCCCTACCCTGGACATGTATTTAACTCACCGGGGGGGCCTGACGTGTACGGCGGAGTGCGCGTTGATTA
CCGCGGAAGTGATGTCTCCGCTGCTGTATTCCTGGCTGTGCTTGAGGGCAATGCAAGCGCACTTCCGCCA
GGGACTCGTGGTAGCGGGCGTGTACTGGCTTCCGGCCCGTATGATCGTCTGTTCGTTTTTTATTCGGACC
ACGGAGCGCCAGGAGTCTTAGGTATGCCGTCCGGATCTTTTTTGTACGCTGACGAGCTGGTGGGTGCTTT
GCAACGCAAGTGGCGCCACCGCGGTTACAAGGAGGCAGTATTATATATTGAGGCCTGCGAATCGGGAAGT
ATGTTTGAGGGTCTGCTGCCGCCTGACATCGGTGCTTACGCAACCACCGCCTCCAACGCTATGGAATCCT
CTTGGGGAACATATTGTCCTGGGATGAGCCCAGGTCCACCGCCGCTGTTTAGTACGTGCCTGCATGATCT
TTATAGTGTGGCATGGATGGAGAATGCGAATGTTGTGATCTGAAAA 
